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環境ナノ粒子による健康影響､カーボンナノ粒子がグラム陽性菌細胞壁成分に
よる肺の炎症反応に及ぼす影響
山元
独立行政法人国立環境研究所
1.はじめに
都市大気 中の浮遊粒子状物質 (Suspended
particulateMater;SPM)の濃度上昇は､呼吸器系
疾患や心臓血管系疾患の雁病率や死亡率の増加と
関係することが知られ[1,2]､特にPM2.5と呼ばれ
る 2.5〃m 以下の微小粒子状物質は肺の奥深くま
で入りやすいため急性またはl皐性の健康影響のリ
スク因子として重要と考えられている｡SPM の大
気中濃度は固定発生源の近くを別とすれば交通量
の多い幹線道路沿いで高値を示すため､その発生
源として自動車､特にディーゼル車排ガスからの
寄与が高いと考えられている[3]｡新車に対する国
の排出ガス規制の強化や東京都､神奈川県などの
い くつかの自治体ではディーゼル車運行規制も行
われており､大都市圏ではSPM濃度の低減化に向
けてその対策が進行中である｡ 近年､ナノ粒子と
呼ばれる 100nm 以下の超微小粒子による健康影
響問題が注目されてきた｡ナノ粒子は､サイズや
構造がナノスケール (10億分の1メー トル)のた
め､細胞や組織-の透過性が高く､〃m レベルの
粒子とは異なる影響を与えるのではないかと懸念
されている｡一般に､吸入された粒子は鼻腔から
肺胞にかけての各部位に慣性､沈降､拡散によっ
て沈着するが､ヒトにおける吸入粒子の沈着モデ
ルでは､肺胞領域での沈着効率は 0.1〃m 以上の
粒子で20%以下､5-10nmの粒子で約 20-30%
であるのに対して､20nm付近の粒子では50%に
達するとされており､それより大きい粒子または
小さい粒子に比べて肺胞での沈着効率が高いと予
測されている[41｡ディーゼル車排ガス中では､100
-300mmの粒子が重量モー ドの主分画であるのに
対して､個数モー ドでは3-30nmの粒子が多いこ
とが知られているが[5]､幹線道路沿い大気中では
20mm付近の粒子が個数分布の90%以上を占めて
おり､その健康影響の解明が急がれている｡
幹線道路沿いの環境ナノ粒子の組成としては､
ディーゼル排気微粒子 (Diese一ExhaustParticles;
DEP)や他の燃焼由来微粒子の主要構成成分であ
る元素状炭素や有機炭素､無機塩類､金属､水等
が含まれると推測され､これらの環境ナノ粒子の
肺毒性の作用機序は主に粒子表面の物理化学的性
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状に起因する酸化ス トレスによると考えられてい
る[6,71｡特に､粒子中の有機炭素や多環芳香族炭
化水素の高い含有量は酸化ス トレスの誘導と関連
することが報告されている｡ ナノ粒子の体内動態
については､13C ラベル したカーボンブラック
(carbonblack;CB)ナノ粒子の吸入曝露でナノ粒
子の一部は肝臓[8]や大脳､小脳､喚球等[9]にも移
行することが確認されるとともに､喚球への粒子
の移行経路として鼻腔の喚上皮から喚神経を通っ
て移行する可能性も示唆されている[9,10]｡CB粒
子や二酸化チタン等の模擬ナノ粒子を用いた J〃
vivoもしくはinvitro研究は､同様の化学組成で同
じ投与量の場合､ナノ粒子の方が〃m レベルの粒
子に比べて肺毒性が強くなる結果を示 している
[11]｡このことから､粒子径や表面積の広さ (注 ;
同じ投与量の場合､全体の表面積はナノ粒子の方
が大きくなる)がナノ粒子による毒性の強さの主
な因子と考えられてきた[12]｡しかしながら､これ
以外にも､重要な因子として粒子の集合体形成
(aggregation) とその分解のポテンシャル､体内
移行ポテンシャル､粒子形状､表面の化学的性質
や表面電荷等があげられている｡
筆者は､ディーゼル排ガス由来ナノ粒子の健康
影響解明のため､現在､ディーゼルエンジンから
のナノ粒子をマウスに吸入曝露し､肺における炎
症反応-の影響について検討を行っているが､本
稿では筆者らが以前報告した CBナノ粒子がグラ
ム陽性菌細胞壁成分による肺の炎症反応に及ぼす
影響に関する研究 【131を中心に環境ナノ粒子の健
康影響研究の現状について概説した｡
2.CBナノ粒子の単回気管内投与がグラム陽性
菌細胞壁成分による肺の炎症反応に及ぼす影響
本研究では､模擬ナノ粒子として 14nm及び95
nmの二つの粒径のCB粒子をマウス気管内に単回
投与し､粒径の違いが肺の炎症に異なった反応を
引き起こすかについて調べるとともに､グラム陽
性菌細胞壁成分であるリポテイコ酸 (lipoteichoic
acid;LTA,肺に炎症を惹起することが知られてい
る)を同時に投与し､LTA で誘導される肺の炎症
反応-のCB粒子の影響についても検討した｡CB
粒子は､環境ナノ粒子の主要構成成分でもある元
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図1 14nm及び 95nm carbonblack粒子の透過電子顕微鏡像(古山昭子氏提供)｡CB粒子は005%tween
80生理食塩水下で超音波破砕機によって分散させた｡
表1 本研究で用いたcarbonblackナノ粒子の特性｡
Charateristics Carbonblackpa山cle
Printex90 FlammrusslO1(Lampblack)
particlesizel 14nm 95nm
DistributionZ Evenlydispersed Evenlydispersed
surfaceareaI(BET-m`/g) 300m∠/g 20m∠/g
Appliedmassconcentration5 125lLg/lOOー⊥l 125トtg/lOOトLl
Appliednumberconcentration5 6,09×1013 8.82×1010
occupiedsurfacearea5 0.0375m∠ 0.0025m∠
particleshape∠ Spherical Spherical
surfacecharacteristicsl None None
surfacecharge4 NotblOWn Notknown
Degreeofaggreagration` Mostlyslngletpal.ticle Mostlyslngletparticle
ObservatlOnSOftheseparticlesexamnedbyTransmissionElecb-01MICrOSCOPy(datanotshown)shortlyaRerthelr
supersorucdisperslOninsolution,3Experimentalvalues,4TnformatlOnnotavailable&omthecornmerc-almanufactWer
素状炭素から成り､模擬ナノ粒子して最適と考え
の比較検討が主であり､100nm以下の粒径間で比
較した報告は少ない｡
動物は8週齢の SPFJcIBALB/cA 雄マウスを
用いた｡気管内投与に用いる 14nm (PrlnteX90,
Degussa)及び95nm (Flammruss101,Degussa)の
CB粒子は､使用前に粒子中に付着しているかもし
れないエンドトキシンや有機物質の除去および酸
素の結合を防ぐために純粋窒素ガス下で高温加熱
処理 (200℃120分間)を行った｡使用に際して
は､溶媒として005%Tween80を加えた生理食塩
水を用い､超音波破砕機で CB粒子を分散させた
(図1)｡表 1にはCBナノ粒子の特性を示したが､
1g重量当たりの 14nm粒子の表面積は951Ml粒
子の約 15倍の大きさであった｡肺での炎症反応を
惹起するためのグラム陽性菌細胞壁成分としては､
黄色ブ ドウ球菌由来のLTAを (Slgma-AldrlCh)を
用いた｡
実験群はⅥhicle(0.05%Tween80生理食塩水)
投与群､14nmCB125〃g投与群､95nmCB125
Lg投与群､LTA10FLg(又は50Lg)投与群､LTA十
14nmCB投与群､m +95nmCB投与群の6群に
分け､各群 5匹とした｡vehlCleやCB､ LTAの気
管内投与は､3%ハロタン吸入麻酔下でポリエチ
レン細管のカニューレを通して0.1mlの分量をマ
ウス気管内に注入した.なお､CB粒子とLTA と
のマウス気管内に注入した｡なお､CB粒子とLTA
との併用群ではそれらの混合溶液を投与した｡4
時間後および 24時間後にネンプタール麻酔下で
解剖し､気管支肺胞洗浄 (bronchoalveolarlavage,
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表2.Carbonblackナノ粒子およびLTA投与4時間後､24時間後における気管支肺胞洗浄液中の
白血球系細胞数の変化｡
NumberofceHs(×104/lung)
Totalcels AMs PMNs Lymphocvtes
4hLTA Vehicle 6.7±0.93 4.7±0,86 1.5±0.58 0.5±0.23
14nmCB 11.5±5.06 6.5±1.58‡ 5.6 ±3.82 0.4±0.12
95nmCB 10.9±3.12 3.4±0.49 7.0±3.38 0.3±0.ll
LTA 250 312 20 .08 208 309* 21 16半丁
(10LJg) 14nmCB+LTA 56_0±5.61り ‡¶ 1.8±0.39T 53.0±5.57*†i¶ 1.2±0.28
95nmCB+LTA 29.7±4.60*T 2,1±0.38 26.1±4,42*T 1.4±0.14*‡
24hLTA Vehicle 13.7±1.72 9.5±0.96 3.8±1.20 0.1±0.08
14nmCB 37.9±6.89 10.2 ±1.38 27.0 ±6.13 0.4 ±0.15
95nmCB 20.4 ±4.66 8.9 ±1.41 10.5±3.43 0.8±0.14
LTA 329 44 123 223 351 10 22
(10Lg) 14nmCB+LTA 82.2 ±8.53りⅠ¶ 77 ±1.26 73.4 ±8.55'T‡¶ 1.1±0.49
95nmCB+LTA 42.5±1.93* 7.7 ±0.40 32.9±2.32* 1.9±0.36*
24hLTA Vehicle 5.9±0.58 4.9±0.42 0.8±0.39 0.2±0.05
14nmCB 51.7±3.25 10.3±1.56 40.6±4.08 0.8±0.27
95nmCB 33.9±6.51 8.7±1.08 24.0±5.61 0.8±0.22
LTA 1134 11.95*I 91 168 1010 11.38*I 26 57*T
(50LJg) 14nmCB+LTA 160.1±14.82*T¶ 6.4±1.44 151.7±15.71*H¶ 1.3±0.46
UamamotoS.etal"2006)
Mean 土SEM.(n-5),*p<0.05Vsvehicle,†p<0.05vs14nmor95nmCB,‡p<0.05vsLJA,[p<0.05vs95mmCB+lJA
BAL)液を回収して白血球系細胞数を算定すると
ともに上清中のサイ トカイン (mトα,Ⅰし6)､ケ
モカイン (MCP-1/CCL2,MIPllα/CCL3)産生量を
ELISA法によるマウス用サイ トカイン測定キット
を用いて測定した｡肺のケモカインmRNAの発現
はリアルタイムRTIPCR法によって解析した｡
本実験に先立ち､CB粒子および m の気管内投
与量決定のため､肺での用量反応関係について
BAL液中の炎症性細胞数およびサイ トカイン､ケ
モカイン産生量を指標に予備的検討を行った｡そ
の結果､特に95nmCB粒子では､投与24時間後
に 炎 症 性 細 胞 で あ る 多 形 核 好 中 球
(polymorphonuclearneutrophils;PMNs)数や前炎症
性サイ トカインlLl6, TNF-α､ケモカインCCL2,
ccL3の産生が用量依存的に増加した (図なし)｡
しかしながら､14nm粒子ではCCL2,CCL3の産生
以外の指標は必ずしも用量依存的でなかった｡
LTAでは､投与24時間後にPMN数およびサイ ト
カイン､ケモカイン産生のいずれも用量依存的に
増加した (図なし)｡これらの結果から､本実験で
の CB粒子の用量は軽度の炎症反応を呈する 125
FLgに決定し､又､LTAの用量は中度 (pMN数が
vehicle群の13倍)および高度 (pMN数がVehicle
群の41倍)の炎症反応を呈する10〃.g,50〃gに決
定した｡
表2には本実験でのCB粒子およびLTAの気管内
投与4時間後､24時間後におけるBAL液中の白
血球系細胞数を示した｡一般に炎症性細胞の肺-
の流入量はCB粒子投与 18時間後から24時後に
かけてピークになることが知られているが､投与
24時間後における14nmCB粒子と95nmCB粒子
のPMN数を比較すると､前者の方が多い傾向が示
された｡10〃g又は50〃gのm 単独投与によっ
てPMN数が増加するが､14nmCB粒子との併用
によってその PMN 数は相加的あるいは相乗的に
増加した｡このように100nm以下の粒子間での比
較においても､CB粒子単独またはLTAとの併用
で､小さい粒子の方が大きい粒子に比べて肺に
PMNsを強く誘導することが明かになった｡
次に､図2にBAL液中のサイ トカイン､ケモカ
イン産生の結果について示す｡通常､前炎症性サ
イトカインやケモカインの産生量は炎症性細胞の
肺-の流入に先行し､CB粒子投与数時間後にピー
クになることが知られている｡ 投与4時間後にお
ける14mmCB粒子と95mmCB粒子のサイトカイ
ン､ケモカインの産生量を比較すると TNF-αと
CCL3については95nm粒子の方が高い傾向を示
したが､tL6, CCL2については両群間で差は見ら
れなかった｡一方､CB粒子と10LgLTAとの併用
ではIL-6,TNトα,CCL2の相加的あるいは相乗的
な増加がみられ､特に14nmCB+LTA群で顕著で
あった｡以上､CB粒子単独投与では､二つの粒径
間でそのサイ トカイン､ケモカイン産生量に顕著
な差はなかったが､LTAとの併用ではPMN数と同
様に小さい粒子の方が大きい粒子に比べて一部の
サイ トカイン､ケモカイン産生を高めることが明
らかになった｡
今回用いたLTAはグラム陽性菌の表面抗原であ
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図2. CBナノ粒子およびuA投与4時間後における気管支肺胞洗浄液中のサイ トカイン･ケモカイン産生お
よび肺でのケモカインmRNAの発現 (YamamotoS.eta1.,2006)0
Mean±SEM.(n-5-8),*p<0.05Vsvehicle,†p<0.05vsCB,‡p<0.05VSIJA,[p<0.05vs95nmCB十m
り､細菌の宿主細胞-の付着にも関与することが
知られているL14]｡複合糖質から成るこのLTAは､
微生物由来分子パターン (PAMPS) とも呼ばれ､
パターン認識 レセプター群である To1様受容体
(tolトlikereceptors;TLRs)ファミリー を介して自
然免疫系を活性化する【151｡TLR ファミリーによ
る自然免疫系活性化のメカニズムとして､例えば､
TLR4はグラム陰性菌のリポ多糖を認識し､TLR2
はグラム陽性菌の細胞壁成分を認識することが知
られているoTLR2ではアダプター分子 MyD88､
TTRAPを介した細胞内シグナル伝達により転写因
子 NF-FCB が活性化され､炎症性サイ トカイン遺
伝子の発現が誘導される[161｡一方､粒子表面の物
理化学的性状によっては細胞に酸化ストレスを引
き起こす｡この酸化ス トレス経路での細胞内シグ
ナル伝達による NF-FCB の活性化も炎症性サイ ト
カイン遺伝子の発現を誘導する【81｡これらのこと
から､本研究でのCB粒子とLTA との併用による
肺での炎症反応は､主に CB粒子による酸化スト
レスとTLRの二つの経路によって誘導されたもの
と考えられる｡
3.あとがき
都市大気中のSPM の起源､特に燃焼に由来する
ものには､ディーゼル排出粒子や音容接のときに発
生するヒュ-ム､石炭 ･石油燃焼時のフライアッ
シュ､重油燃焼時のスス等[9】があるが､その物理
化学的性状はそれぞれの粒子によって異なるため､
毒性発現の強度は粒子の粒径や表面積だけでは説
明できない｡交通量の多い幹線道路付近で観測さ
れる環境ナノ粒子の多くはディーゼル車排ガスに
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由来すると考えられているが､その環境動態や物
理化学的性状､体内動態､毒性影響のいずれも未
解明の部分が多い｡そのため､独立行政法人国立
環境研究所では､2005年度よりナノ粒子健康影響
実験棟内にディーゼル車排ガス由来ナノ粒子の吸
入曝露チャンバーを設置して､ナノ粒子の体内動
態や肺での炎症反応､循環機能などに及ぼす影響
研究を行っている｡
本稿では､これまでの研究成果の一部[13]につい
て､その概要を報告したが､これ以外にも筆者の
所属する研究室では 14mmCB粒子は95mmCB粒
子に比べて縦隔 リンパ節での沈着量が高いこと
[17]や脳の喚球での炎症性サイトカイン､ケモカイ
ンのmRNAの発現レベルが高いことL18]等を明ら
かにしている｡小さい粒子の方が大きい粒子に比
べてリンパ節移行が多くなることや脳での炎症反
応がより強くみられることから､ナノ粒子の毒性
の強さは同じの化学組成の場合に､表面積の大き
さや粒径に関係するという従来からの提言を支持
する結果が得られている｡ これらの結果はあくま
でも CI】粒子での結果であり､物理化学的性状の
異なる他の粒子でも粒径､表面積と毒性の強さと
の同様の関係が成立するか否かは個別に検討しな
ければならないと考える｡
一方､化粧品やエレクトロニクス､医薬品等-
の応用が期待される酸化チタン､カーボンナノチ
ューブ､フラーレンなどのナノマテリアルについ
てもその安全性確認のための影響評価研究が国内
外において開始されている｡カーボンナノチュー
ブについては､invivoでの肺毒性､皮膚毒性､体
内移行､組織学的解析､や invitroでの肺や皮膚の
細胞毒性､ニューロン毒性等に関する知見が集ま
りつつある｢19]｡ナノ粒子といっても､燃焼由来の
ものからナノマテ リアルまで多種多様のため､
個々の粒子の形態や物理化学的性状に留意しなが
ら､影響評価研究を進めなければならない｡これ
らのナノ粒子が環境中に増加する可能性もあり､
健康-の影響が心配される｡ したがって､これら
の研究は益々重要になってくると考えている｡
要 約
大気中浮遊粒子状物質は呼吸器系や心臓血管系
に悪い影響を及ぼすことが知られているが､環境
ナノ粒子の健康影響に関する科学的知見は不足 し
ている｡本研究では環境ナノ粒子がグラム陽性菌
性の肺の炎症反応に及ぼす影響を明らかにするた
めに､模擬ナノ粒子である14nm､94nmのカーボ
ンブラック (CB)粒子とグラム陽性菌細胞壁成分
リポテイコ酸 (LTA)をBALB/C系雄マウスの気管
内に同時投与し､投与4時間後､24時間後におけ
る肺の炎症反応-の影響について粒径間での比較
検討を行った｡その結果､CB粒子とLm との併
用は､肺に相加的あるいは相乗的な炎症反応を誘
導し､その影響は 14nm粒子の方が強くなる傾向
が示された｡
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